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Toxine synthettque ST, son precede de preparation et son application comme 

@ L'invention a pourobjet de nouveaux peptides syntheti- 
ques, leur proc£d6 de preparation et leur application a la 
production d'anticorps. 

Ces peptides component au plus 18n amino-acides et au 
moins 4n amino-acides dans lesquels n vaut 1 ou 2, et 
lorsque n vaut 1 la sequence peptidique P est contenue dans 
|'pr»ch?!n«vrtent peptidique simrant; 



agent vaccinant 



Asn -Th r-Phe-Tyr-Cys-Cys-GI u-Leu-Cys-Cys-A-Pro-AI a-Cys- 
Ala-Gly-Cys-T 

dans laquelle soit A represente Asn et T represente Tyr, soit 
A represente Tyr et T represente Asn et dans laquelle les 
groupes thiols des eventuets r£sidus cysteyle sont proteges 
par des groupements stables dans les conditions biologi- 
ques. 

Application a la production d'anticorps susceptibles de 
remplacer I'activite biologique notemment des ent6rotoxi- 
nes produites par les souches 6' Escherichia coli. 
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L '.invention concerne de nouveaux peptides 
synthetiques, leur precede de preparation et leur appli- 
cation a la production d'anticorps susceptibles de neu- 
traliser l'activite biologique des enterotoxines stables 
a la chaleur, produites par les souches d ' Escherichia 
coli . 

On sait que les souches d' E. coli produisent 
des enterotoxines peptidiques responsables de diarrhees 
chez l'homme et 1' animal. On a identifie au moins deux 
classes d' enterotoxines peptidiques dont une classe est 
constitute par des enterotoxines de faible poids molecu- 
laire et stables a la chaleur, ci-apres designes par 
"enterotoxines ST" ou "enterotoxines ST naturelles". On 
sait que les enterotoxines ST se rencontrent sous des 
formes moleculaires multiples qui different par la tail- 
le moleculaire, la composition en acides amines, la 
configuration due aux liaisons intramoleculaires, etc. 

La multiplicity des formes sous lesquelles 
les enterotoxines sont susceptibles de se presenter, a 
rendu leur identification difficile, ceci d'autant plus 
qu'il est necessaire de travailler sur des enterotoxines 
purif iees. 

Les procedes de purification connus a ce jour 
ont permis de determiner la sequence en acides amines 
d'une enterotoxine ST proven ant d' E. coli de pore (SO M. 
et MC CARTHY B. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 
4 011-4 Ol5) ainsi que la structure primaire d'une ente- 
rotoxine ST provenant d' E. coli humain (CHAN S. K. et 
GIANELLA R. A. (1981) J. Biol. Chem. 256, 7 744-7 746). 

On a pu ainsi etablir que la sequence pepti- 
dique de 1 'enterotoxine ST humaine comportait 18 acides 
amines, que l'activite biologique et la toxicite sont 
dues a la presence de ponts disulfures et que la se- 
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quence peptidique de 1 1 enterotoxine ST porcine ne dif- 

ferait de celle de l'homme que par deux acides amines 

(STAPLES S. J., ASHER S. E. et GIANELLA R. A. (1980) 

The Journal of Biological Chemistry, 255 , n° 10, 

4 716-4 721) et (CHAN S. K. et GIANELLA R- A. (1981), 

The Journal of Biological Chemistry, 256 , n° 15, 

7 744-7 746) . 

On a egalement montr£ que les 4 premiers aci- 
des amines de 1 1 enterotoxine ST humaine et porcine 
n'etaient oas necessaires a I'activite biologique, tan- 
dis que les quatorze derniers acides amines de la se- 
quence sont "biologiquement actif s et responsables de la 
toxicite (CHAN S. K. et GIANNELLA R. A. (1981) , The 
Journal of Biological Chemistry, 256 , n° 15, 7 744- 
7 746) . 

Ce procede de purification presente cependant 
1 1 inconvenient d'etre long et complexe et ne permet 
d'obtenir que de tres faibles quantites d' enterotoxine s 
pur if iees. 

La difficulte d'obtenir des enterotoxines ST 
purif iees explique la raison pour laquelle la nature 
antigenique de 1 'enterotoxine ST restait a ce jour mal 
connue. On a longtemps cru que 1 * enterotoxine ST n'etait 
pas immunogene. Contradictoirement a cette hypothese, 
des travaux recents ont permis de montrer que l 1 entero- 
toxine ST, dans laquelle les ponts disulfures sont pre- 
sents, est susceptible d'induire des anticorps qui f i^ 
xent 1 ' enterotoxine ST et eu neutral iseivL I'activite 
biologique (FRANTZ J. C. et ROBERTSON D. C. (1981) In- 
fect, and Immunity, 33/ 193-198), mais que ces memes 
anticorps ne sont pas susceptibles d'etablir de liaison 
avec une enterotoxine ST dans laquelle les ponts disul- 
fures ont 6t£ d^truits par oxydation a l'acide perfor- 
mique (GIANNELLA R. A. » DRAKE K. W. et LUTTREL M. (1981) 
Infect- and Immunity 33* 186-192) , de sorte que les 
ponts disulfures intramoleculaires paraissaient n£ces- 



0093652 

3 

saires a la conservation des proprieties immunogenes 
ainsi mises en evidence dans les toxines naturelles. 

Or, la socidt£ demanderesse a decouvert des 
nouveaux peptides synthetiques, sans ponts disulfures 

5 intramoleculaires, et qui a la fois temoignent d'une 
innocuite relative remarquable et induisent des anti- 
corps capables d'etablir des liaisons non seulement 
avec la sequence peptidique synthetique qui les a in- 
duites, mais de fa?on tout a fait inattendue et surpre- 

lO nante, avec 1 1 enterotoxine ST naturelle porcine ou hu- 
maine, et en neutral isent la toxicite, en d£pit du fait 
que 1 ' enterotoxine ST porcine ou huraaine presente des 
ponts disulfures intramoleculaires. 

Par ponts disulfures intramoleculaires, on 

15 d^signe les liaisons susceptibles de s'etablir entre 
les atomes de soufre de deux residus cysteyle apparte- 
nant au meme enchalnement peptidique. Mais cette expres- 
sion n'exclut pas la possibilite de l 1 existence, dans 
les peptides conformes a l 1 invention, d'une liaison di- 

20 sulfure entre l'atome de soufre d'un residu cysteyle 

appar tenant a une premiere chalne peptidique et l'atome 
de soufre d'un autre residu cysteyle appartenant a une 
deuxieme chaine peptidique. 

L' invention a pour but de fournir des peptides 

25 synthetiques, non toxiques, stables dans les conditions 
biologiques, et presentant des propri£t£s particuliere- 
ment interessantes vis-a-vis des enterotoxines ST natu- 
relles toxiques. 

L' invention a pour but de fournir des peptides 

30 synthetiques, non toxiques, capables* d' induire des anti- 
corps qui reconnaissent d'une part les peptides a partir 
desquels ils ont et£ induits, et d 1 autre part, des ente- 
rotoxines ST naturelles humaines et anirnales, notamment 
porcines. 

35 L' invention a egalement pour but de fournir 

des peptides synthetiques non toxiques qui, en associa- 
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tion avec diverses molecules porteuses appropriees, sont susceptibles 
d'induire des anticorps qui neutralisent la toxicite des enterotoxi- 
nes ST humaines et animal es, notamment porcines. 

L' invention a egalement pour but de fournir des peptides 
5 synthetiques utilisables comme determinants antigeniques stables. 

L* invention a egalement pour tut de fournir des peptides 
synthetiques non toxiques qui peuvent etre utilises dans la mise en 
oeuvre de tests radio-immunologiques ou de tests iirrniuno-enzymatiques, 
tests d 1 agglutination par exemple des hematies ou du latex pour de- 
10 teeter la presence d' enterotoxines ST humaines ou animales, notamment 
porcines. 

L ' invention a egalement pour but de fournir des peptides 
synthetiques non toxiques permettant 1 • immunisation de l'homme et 
des animaux vis-a-vis des enterotoxines ST humaines et des animaux 
15 vis-a-vis des enterotoxines ST humaines ou animales , notamment porcines. 

L' invention a pour but de fournir un procede permettant 
d'obtenir directement des peptides non toxiques et par consequent, 
utilisables en 1' absence de tout recours necessaire a des etapes de 
detoxification et de purification. 
20 L 1 invention a egalement pour but de fournir un procede 

permettant d'ebtenir, en grande quantite, des peptides synthetiques 
de structure determinee. 

Dans I'un de ses premiers aspects, 1* invention a pour 
objet un peptide (P)n comportant au plus 18n amino-acides et au moins 
25 4n amino-acides, de preference levogyres, caracterise en oe que : 

- n vaut 1 ou 2, 

et en ce que lorsque n vaut 1, la sequence peptidique P est contenue 
dans I'enchainement peptidique suivant : 

Asn-Thr-Phe-Tyr -Cys-Cys-Glu-Leu-Cys-Cys- A-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys-T ( I ) 
30 (N-ter) (C-ter) 
dans laquelle soit A represente Asn et T represente Tyr, soit A repre- 
sente Tyr et T represente Asn ; 

et caracterise en ce que les groupes thiols des eventuels residus 
cysteyle presents dans la molecule ait ete proteges par des groupe- 
35 ments stables dans les conditions biologiques, run au plus des grou- 
pes thiols pouvant etre sous forme de groupe SH libre ou pouvant etre 
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protege par un groupe non stable dans les conditions biologiques ; et 
en ce que lorsque n vaut 2, la sequence peptidique P-P est constitute 
par deux sequences peptidiques P identiques ou differentes comportant 
chacune au plus 18 acides amines et au moins 4 acides amines, conte- 
5 nues dans 1 ' enchainement peptidique de formule (I) ci-dessus indiquee, 
les deux sequences peptidiques P etant reliees entre elles : 

- par 1 1 intermediate d'une liaison disulfure etablie entre l'atome 
de soufre de Tun quelconque des residus cysteyle de l'une des deux 
sequences et l r atone de soufre de 1'un quelconque des residus cys- 

10 teyle de 1' autre sequence ; 

- ou par 1 ' intermediate d*une liaison etablie entre le groupe car- 
boxy le de I'une des deux sequences peptidiques P et le groupe amine 
de 1' autre sequence ; 

et caracterise en ce que 1'un au plus des groupes thiols, s'il n'est 
15 pas engage dans une liaison disulfure, peut etre sous forme de groupe. 
SH libre, ou protege par un groupe non stable dans les conditions 
biologiques et les autres groupes thiols des eventuels residus cys- 
teyle sont proteges par un groupement protecteur stable dans les 
conditions bioloqiques. 
20 Dans 1'un des aspects preferes de 1' invention, les se- 

quences peptidiques P sont identiques. 

Dans 1'un de ses aspects preferes, I 1 invention a pour 
objet un peptide (P)n, comportant au plus 18n amino-acides et au moins 
4n amino-acides, caracterise en ce que : 
25 - n vaut 1 lorsque la sequence peptidique P ne comporte 

aucun residu cysteyle ; 

- n vaut 1 ou 2 , lorsque la sequence peptidique P Comporte 
au moins un residu cysteyle ; 

et en ce que, lorsque n vaut i, la sequence peptidique t 3, esl conteiiue 
30 dans 1 1 enchainement peptidique suivant : 
Asn-Thr-Phe-Tyr^ys^ys-Glu-^ 

(N-ter) (C-ter) 
dans lequel soit A represente Asn et T represente Tyr, soit A repre- 
sente Tyr et T represente Asn ; 
35 et caracterise en ce que les groupes thiols des eventuels residus 
cysteyle presents dans la molecule ont ete proteges par des groupe- 
ments stables dans les conditions biologiques, 1'un au plus des 
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groupes thiols pouvant etre sous forme de groupe SH libre ou pouvant 
etre protege par un groupe non stable dans les conditions biologiques ; 
et en ce que lorsque n vaut 2, la sequence peptidique P-P est consti- 
tute per deux sequences peptidiques P identiques compoirtant chacune au 
5 plus 18 acides amines et au moins 4 acides amines, contenues dans 
1'enchainement peptidique de formule (I) ci-dessus indiquee, les deux 
sequences peptidiques P etant reliees entre elles par 1 1 intermediaire 
d'une liaison disulfure etablie entre 1' a tome de soufre de Tun quel- 
conque des residus cysteyle de l'une des deux sequences et l'atome 
20 soufre de I'un quelconque des residus cysteyle de 1' autre sequen- 
ce, et caracterise en ce que les autres groupes thiols, eventuellement 
presents, non engages dans la liaison disulfure des eventuels residus 
cysteyle sont proteges par un groupement protecteur stable dans les 
conditions biologiques. 
15 D'une fagon generale, 1' invention concerne tout peptide 

contenant une ou plusieurs sequences P telles qu 1 elles ont ete defi- 
nies precedemment et susceptibles d'induire in vivo des anticorps 
contre les enterotoxines ST, ces differentes sequences P pouvant d'ail- 
leurs etre reliees entre elles par des groupes de pontage, eux-memes 
20 peptidiques ou non, dans la mesure ou ces groupes de pontage n'inter- 
ferent pas avec les qualites immunogenes attribuables aux determi- 
nants antigeniques que oontiennent les sequences P en question . 

D'une fagon generale, 1' invention concerne tout peptide 
repondant a la susdite condition qui, le cas echeant, apres fixation 
25 sur un suport macromoleculaire approprie, est capable d'induire in 
vivo la production d* anticorps actifs contre les peptides tels qu'ils 
ont ete definis plus haut, en rapport avec I'un des premiers aspects 
de l 1 invention, ou plus parti culierement encore contre 1 • enterotoxine 
ST naturelle, 

30 A titre d' exemple de ponts peptidiques, on peut mentionner 

des oligomeres de L-lysine, contenant par exemple jusqu'a 10 unites 
de lysine, de preference 5, ou encore par exemple des groupes derives 
d'adipimate reliant des fonctions amines portees par des sequences 
peptidiques P distinctes, 

35 D'une fagon generale, on peut avoir recours, pour la cons- 

titution de tous ces groupes de pontage, a toute molecule comportant 
des groupes fonctionnels, tels qu' amine ou carboxylique , susceptibles 
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de reagir avec des forictions respectivement carboxylique et amine 
appartenant a des sequences P distinctes. D'autres 
groupes de pontage peuvent precisement egalement f aire 
intervenir des groupes SH entierement libres des se- 
5 quences P sus-def inies, lorsqu'elles les contiennent. 

Le terme peptide englobe dans la suite les 
peptides qui seront d£sign£s par monopeptides et ceux 
qui seront designes par dipept ides - 

Les monopeptides correspondent au cas oil n 
10 est egal a 1, c'est-a-dire a un enchainement peptidi- 
que dans lequel chaque residu amino-acyle est engage 
avec le ou les residus amino-acyle adjacents par une 
ou des liaisons peptidiques. 

Les dipeptides correspondent au cas ou n 
15 est egal a 2, c'est-a-dire au cas ou le peptide com- 
porte deux enchainements peptidiques identiques, dans 
lesquels chacun des amino-acyles est engage, avec les deux amino- 
acyles adjacents par une liaison peptidique , ces deux enchainements 
peptidiques etant relies entre eux par 1 1 intermediate d'une liaison 
20 disulfure etablie entre l'atome de soufre d'un residu cysteyle quel- 
conque de 1'un des enchainements avec l'atome de soufre d'un residu 
cysteyle quelconque de 1' autre enchainement. 

Par groupes non stables dans les conditions biologiques, 
on designe les groupements protecteurS dont la fixation aux groupes 
25 thiols est reversible * En d'autres termes, ces groupes non stables 
ne restent fixes sur les groupes thiols qu*a partir d'une concentra- 
tion suffisante. Au-dessous de cette concentration, ces groupes non 
stables se dissocieut des groupes thiols. La concentration limite 
a partir de laquelle les groupes non stables se dissocient depend 
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de la nature des reactions, des conditions de reaction 
et des composes contenant lesdits groupes thiols a pro- 
teger. A titre d'exemple de groupes non stables dans 
les conditions biologiques , on peut citer le beta- 

5 mercaptoethanol , le dithiothreitol , le chlorure de 

mercure, le parachloromercurobenzene , le 4,4 '-dithio-dipyridine. 

Par groupe stable dans les conditions biolo- 
giques, on designe les grouperaents protecteurs qui apres 
avoir ete fixes aux groupes thiols, y restent fixes meme 

10 lorsque les peptides sont mis en presence d'un milieu 
biologique, en depit des reactions metaboliques suscep- 
tibles d'intervenir ou toute autre reaction pouvant mo- 
difier les caracteristiques du peptide. Ces groupes pro- 
tecteurs empechent ainsi la formation de ponts disul- 

15 fures intramoleculaire qui, s'ils se formaient, confe- 
reraient au peptide des proprietes toxiques. 

Une classe pref eree de peptides selon 1' inven- 
tion est constitute par.ceux dans lesquels les acides 
amines sont levogyres. 
20 Dans les peptides selon 1' invention, tout 

groupement protecteur de la fonction thiol, dans la 
mesure ou il est stable dans les conditions biologiques, 
convient. 

A titre d'exemples de groupes protecteurs de 
25 la fonction thiol et stables dans les conditions biolo- 
giques, on peut citer ceux qui sont mentionnes dans les 
pages 137 a 164 de l'article intitule "Sulfhydryi group 
protection in peptide synthesis" de R. G. HISKEY, The 
Peptides, vol. 3 (1981), et dans les pages 233 a 247 
30 de l'article intitule (Solid phase peptide synthesis" 
de G. BARANY et R. B. MERRIFIELD, The Peptides, vol. 3 
(1981). 

A titr de groupes protecteurs, on peut ega- 
lement avoir recours aux groupes qui sont utilises en 
35 biochimie pour la modification definitive des fonctions 
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thiol sur les proteines. 

Dans la pratique, il faut que le groupement 
protecteur de la fonction thiol soit compatible avec 
les conditions de synthese utilisees pour l'obtention 
5 des peptides selon 1 1 invention et en particulier soit 
stable dans les conditions de synthese, y compris celle 
de la deprotection finale. 

En effet, plusieurs parametres interdependants 
sont a prendre en consideration dans le choix du groupe 
10 protecteur de la fonction thiol, puisque le type meme 
de la synthese mis en oeuvre determine notamment la na- 
ture des groupes de protection des fonctions acide et 
amine a utiliser, qui eux-memes determinent 1 ' agent d6- 
protecteur final. 
5 Dans la pratique, on a avantageusement recours 

aux groupes suivants pour proteger la fonction thiol : 
H - C - NH - R 
O 

Dans ce cas, la fonction thiol protegee peut 
20 etre representee comme suit : 

S - C - NHR 
I tt. 
o 

A titre de groupes protecteurs de la fonction 

thiol, sont avantageux les composes de formule suivante 

25 RCNR'R" 
II 
0 

dans laquelle R, R ! et R" representent indeperidamment 
les uns des autres un atome d'hydrogene, un radical 
alcoyle de 1 a 4 atomes de carbone. 

30 Parmi ces composes, les composes de formule : 

CH^CNHR' , RCNHCH-i , R - C - N - CH 2 

0 0 OR 1 R" 

dans lesquels R et R' representent un atome d'hydrogene, 
un radical alcoyle ayant d 1 a 4 atomes de carbone sont 

35 avantageux. 

Les fonctions thiol prot£g£es par chacun des 
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trois groupes protecteurs ci-dessus indiques peuvent 

alors respectivement etre representees par = 

CH-,-C-N-S- , R-C-NH-CH 0 -S , R-C-N-CH-S- 
j I! I II 2 II I I 

OR 1 O O R'R" 

5 Dans la pratique, il est particulierement 

avantageux d'utiliser 1 1 acetamidomethyle ou le formami- 

domethyle. Ces deux groupements protecteurs de la fonc- 

tion thiol sont stables dans les conditions biologiques 

et presentent l'avantage de ne pas etre deproteges par 

lo les reactions de deprotection finale generalement utili- 
ses et qui servent d'une part a separer le peptide syn- 
thetique du support sur lequel il a ete generalement 
prepare et d' autre part, a eliminer les groupes de pro- 
tection des fonctions acides et amines generalement uti- 

15 Uses au cours de la synthese. 

Une classe pref eree de peptides selon 1 ' inven- 
tion ci-apres d6sign£e par Gl, est constitute par les 
monopeptides • 

Ces monopeptides selon 1 1 invention comportent 

20 au plus 18 amino-acides et au moins 4 amino-acides et 

sont caracterises en ce que leur enchainement peptidique 
est contenu dans la sequence peptidique suivante : 
Asn-Thr-3^e T Tyr-^s-Cys^lu-L 

(N-ter) (C-ter) 
25 dans laquelle, soit A represente Asn et T represente Tyr, 
soit A represente Tyr et T represente Asn ; et 
en ce que les groupes thiols des eventuels residus cys- 
teyle presents dans la molecule sont proteges par des 
groupements stables dans les conditions biologiques, 
30 l'un au plus des groupes thiols pouvant etre sous forme 
de groupe SH libre ou pouvant etre protege par un groupe 
non stable dans les conditions biologiques. 

Parmi la classe Gl, une classe de monopeptides 
preftres selon I 1 invention est constitute par ceux dans 
35 lesquels tous les groupes thiols des eventuels residus 
cysteyle ont ete proteges par des groupements stables 
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dans les conditions biologiques. Cette classe sera dans 
la suite designee par GlA. 

Une autre classe de monopeptides preferes se- 
lon 1' invention est constitute par ceux dans lesquels 
5 tous les groupes thiols des eventuels residus cysteyle, 
sauf un # ont ete proteges par des groupements stables 
dans les conditions de deprotection. Cette classe de 
monopeptides sera dans la suite designee par GIB. 

Dans le cas des peptides appartenant a GIB, 
10 le seul groupe thiol qui n'a pas ete protege par un 

groupement stable dans les conditions biologiques, peut 
etre a l'etat de groupe SH libre (ou peut avoir ete 
protege par un groupe non stable dans les conditions 
biologiques) . 

15 Lorsque le groupement est non stable dans les 

conditions de la . deprotection, au cours de cette etape, 
le groupement protecteur est elimine et le groupe thiol 
se retrouve alors a l'etat de groupe SH libre ou de di- 
sulfure mixte. 

20 A titre d* exemples de groupes protecteurs du 

groupe SH susceptibles de se liberer au cours de la de- 
protection, on peut citer le groupement paramethoxy- 
benzylique ou le groupement S-tertiobutylsulf enyle. 

Dans les chalnes peptidiques indiquees ci- 

25 apres, a titre d'exemple, il est entendu que l'amino- 
acyle d'extremite a la gauche des sequences indiquees, 
est un amino-acyle N-terminal et 1 1 amino-acyle d'extre- 
mite a la droite de la irormule, un avaino-acyle C-texmi- 
nal, sauf lorsqu'il sera specif ie autrement. Par exemple, 

30 Asn-Thr-Phe-Tyr correspond a la chaine peptidique dans 
laquelle Asn est le groupe N-terminal et Tyr est le 
groupe C-terminal. 

Parmi les classes Gl, GlA et GIB, une classe 
preferee de peptides selon I 1 invention est constitute 

35 par les peptides qui compr nnent l'une des sequences 
suivantes : 
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^ Asn-Thr-Phe-Tyr- 
-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys- 
-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys- 
-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys- 
5 -Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu- 
- Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys -Cy s-Glu-Leu- 

_ cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 
_Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly~Cys- 

A l'interieur de cette classe ci-dessus defi- 
lO nie, une sous-classe de peptides preferes selon 1' in- 
vent ion est constitute par ceux qui repondent a la for- 
mule suivante : 
' Asn-Thr-Phe-Tyr 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys 
15 cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys 
Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys 
Asn-Thr-Phe-Tyr -Cys-Cys-Glu 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu 

Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys 
20 Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys 

Les trois peptides suivants sont particuliere- 
ment preferes : 

Asn-Thr-Phe-lyr-Cys-C^s-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys-Tyr ( 1) 
AsnJIhi-Fhe-Tyr-tys-Cys-^^ < 2 > 

25 



Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Gly-Gly-Gly (3) 

une autre classe de peptides selon 1' invention 
ci-apres designee par G2 est constitute par les dipep- 

30 tides ci-dessus definis dans lesquels n vaut 2. 

Ces dipeptides P-P selon 1' invention compor- 
tent au plus 18 x 2 acides amines et au moins 4x2 
acides amines et sont caracterises par le fait qu' ils 
sont constitues par deux sequences peptidiques P iden- 

35 tiques comportant chacune au plus 18 acides amines et 
au moins 4 acides amines, contenues dans 1 'enchalnement 
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peptidique de formule (I) ci-dessus indiquee, les deux 
sequences peptidiques P ttant reliees entre elles par 
1 ' intermedial re d'une liaison disulfure ttablie entre 
l'atome de soufre de l'un des residus cysteyle de I 1 une 
des deux sequences peptidiques et l'atome de soufre de 
l'un des residus cysteyle del 'autre sequence peptidique, 
et caracterises en ce que les autres groupes thiols -non 
engages dans la liaison disulfure- des eventuels residus 
cysteyle sont proteges par un groupement protecteur sta- 
ble dans les conditions biologiques. 

A 1 ' interieur de cette classe G2 de composes 
ci-dessus definis, une sous-classe preftree de dipepti- 
des selon 1' invention est constitute par ceux dans les- 
quels la liaison disulfure entre les deux sequences 
peptidiques P est etablie entre deux residus cysttyle, 
occupant les memes positions sur chacune des sequences 
peptidiques P. 

A 1' interieur de la classe G2 des dipeptides 
P-P selon l 1 invention, une classe preferee est consti- 
tute par ceux dans lesquels la sequence peptidique P 
comprend l'un des enchalnements peptidiques suivants : 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys- 
Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys- 
Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys- 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu- 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu- 

Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 
•Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 

A 1' interieur de cette sous-classe, une classe 
avantageuse de dipeptides P-P selon 1' invention est 
constitute par ceux dans lesquels la sequence peptidique 
P repond a la formule suivante : 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Gly-Gly-Gly (3) 
Cys -Cys -Asn-Pro-Al a-Cys 
Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys 
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Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu . 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu 

Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys 
Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys 

Asn-Thi^Phe-Tyi^Cys-Cys-^^ ( 1 ) 

Asn-Thr^Phe-Tyr-ty^ (2) 



Des dipeptides particulierement appropries 
10 selon 1" invent ion ont pour formule, par exeraple selon 
le modele : 

Cys-Cys-Asn-Pro-Ala~Cys 

Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys 

Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys 
I 

15 Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys 
Asn-Thr-Phe-Tyr-^ 

Asn-Ttn^Phe-Tyr-CysH^s^ly-Leu-C^s^ys-Asn- 
Asn-TTir-Phe-T^-CysH^s^^ 
Asn-Tftr^Fhe-T^tys-^ 
20 [ ' 



L' invention concerne egalement les conjugues 
25 comportant un ou plusieurs peptides selon l 1 invention 
lies de fagon covalente a une molecule porteuse, phy- 
sio log iquement acceptable et non toxique. 

Lob molecules porteuses entrant dans la cons- 
titution des conjugues selon l 1 invention sont de prefe- 
30 rence choisies parmi les molecules biologiques ayant 
un site d' action au niveau de l'intestin. 

A titre d'exemples de proteines naturelles, 
on peut citer la toxine tetanique, 1 1 ovalbumine, des 
serums albumines, etc. 
35 A titre de supports macromoleculaires synthe- 

tiques, on mentionnera par exemple des polylysines ou 



15 
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des poly (D-L-alanine) -poly (L-lysine) - 

La literature mentionne d'autres types de 
supports macromoleculaires susceptibles d'etre utilises, 
lesquels presentent en general un poids moleculaire 
5 sup^rieur a 20 OO0. 

A titre de molecule porteuse particulierement 
avantageuse, on* peut avoir recours a une proteine por- 
teuse elle-meme immunogene, pour autant que les immuno- 
genecites ainsi conferees a 1 'ensemble ne se nuisent 

10 pas mutuellement. 

Un exemple de proteine porteuse appropriee 
est la cytotoxine de Shigella (cf . The Journal of Bio- 
logical Chemistry, vol. 256, n° 16, August, 25, 1981, 
p. 8 732-8 738) ou des fragments de cytotoxine de 

15 Shigella comportant des determinants antigeniques 
essentiels de la cytotoxine de la dysenterie. 

Un autre exemple de proteine porteuse parti- 
culierement aporopriee est le choleragenoide ou des 
fragments de choleragenoide comportpnt des determinants 

20 antigeniques essentiels de la toxine du cholera, 

Le choleragenoide, agregat non toxique de la 
sous-unite B de la toxine du cholera, peut etre purifie 
selon la methode decrite dans Infection and Immunity, 
June 1977, p. 789-795. 

25 L'avantage du choleragenoide est qu'il con- 

tient les determinants antigeniques principaux de la 
toxine du cholera et se fixe a I'endroit approprie, a 
savoir sur la muqueuse intestinale pour qu'il y ait 
immunity efficace. 

30 Par consequent, le conjugue moleculaire cohs- 

titue par le choleragenoide, en association avec I'un 
quelconque des peptides selon 1' invention semble parti- 
culiferement bien approprie en raison du fait que chacun 
des ei6ments du conjugue presente une activite immuno- 

35 gfene locale se manifestant au meme endroit, a savoir au 
niveau de l'intestin. 
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Une classe preferee de conjugues selon 1' in- 
vention est constitute par ceux dans lesquels la mole- 
cule porte'use est le choleragenolde ou la cytdtoxine de 
Shigella et le peptide selon 1 ' invention coraprend la 
5 sequence suivante i 
Asn-Thr-Phe-Tyr- 
- Asn-Thr-Phe-Tyr-Cy s- 
-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys- 
-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys- 
10 -Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu- 
„ Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu- 

_Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 
-Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 

Une autre classe avantageuse de conjugues se- 
15 Ion 1' invention est constitute par ceux dans lesquels 
la molecule porteuse est le choleragenolde ou la cyto- 
toxine de Shigella et le peptide selon 1' invention re- 
pond a la formule suivante : 
Asn-Thr-Phe-Tyr 
20 Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys 

-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Gly-Gly-Cly 
Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys 
Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys- 
.Asn-Thr-tPhe-Tyr-Cys-Cys-Glu 
25 Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu 

Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys 
Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys 

Asn-T^l^e-'Iyr^Cys-tys-Giy-Leu^ 
Asn-Thr-l^e-TyrH^s-Cys^ly-teu-Cty^^ 



SYNTHESE PES PEPTIDES SF T.ON Ti ' INVENTION 

On oeut avoir recours a des procedes connus 
en soi, pour effectuer la synthese des monopeptides 
35 selon 1' invention. Ces procedes sont resumes ci-apres. 

La synthese des peptides en solution homogene 
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et en phase solide est bien connue. 

A cet egard, on pourra avoir recours au mode 
de synthese en solution homogene decrit par HOUBENWEYL 
dans l'ouvrage intitule "Methodem der Organischen 

5 Chemie" (Methode de la chimie organique) edite par E. 
Wunsch., vol. 15-1 et II, THIEME, Stuttgart 1974. 

Cette methode de synthese consiste a condenser 
successivement deux a deux les aminoacyles successif s 
dans l'ordre requis, ou a condenser des aminoacyles et 

10 des fragments prealablement formes et contenant deja 
plusieurs r£sidus aminoacyles dans l'ordre approprie> 
ou encore plusieurs fragments prealablement ainsi pre- 
pares, etant entendu que l'on aura eu soin de proteger 
au pr Salable toutes les fonctions r^actives portees par 

15 ces aminoacyles ou fragments a l'exception des fonctions 
amine /de l'un et carboxyle de 1' autre ou vice versa, 
qui doivent normalement intervenir dans la formation 
des liaisons peptidiques, notamment apres activation 
de la fonction carboxyle, selon les methodes bien con- 

20 nues dans la synthese des peptides. En variante, on 

pourra avoir recours k des reactions de couplage mettant 
en jeu des reactifs de couplage classique, du type car- 
bodiimide, tels que par exemple la l-ethyl-3- (3-dimethyl- 
aminopropyl) -carbodiimide. Lorsque l'aminoacyle mis en 

25 oeuvre possede une fonction amine supplementaire (cas de 
la* ."lysine par exemple) ou une autre fonction acide (cas 
par exemple de 1" acide glutamique) , ces fonctions seront 
par exeiupie protegees, par des groupes earbobenzoxy ou 
t-butyloxycarbonyle, en ce qui concerne les fonctions 

30 amine, ou par des groupes t-butylester, en ce qui con- 
cerne les fonctions carboxyliques . II en .ira de meme 
de la protection de toute autre fonction reactive. Par 
exemple, lorsque l'un des aminoacyles consideres con- 
tient une fonction SH (par exemple le cysteine) , on 

35 pourra avoir recours a un groupe acetamidomethyle ou 
param^thoxybenzyle . 
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Dans le cas de la synthese progressive, acide 
amine par acide amine, la synthese debute de preference 
par la condensation de 1 'amino-acide C-terminal avec 
1 ' amino-acide qui correspond a l'aminoacyle voisin 
5 dans la sequence desiree et ainsi de suite, de proche 
en proche, jusqu'a 1' acide amine N-terminal. Selon une 
autre technique pref£r6e de 1' invention, on a recours 
a celle decrite oar R.D. MERRIFIELD dans 1' article in- 
titule "Solid phase peptide synthesis" (J. Am. Chem. 
10 Soc, 45, 2149-2154). 

Pour fabriquer une chalne peptidique selon le 
procede de MEERIFIELD, on a recours a une resine poly- 
mere tres poreuse, sur laquelle on fixe le premier amino- 
acide C-terminal de la chalne. Cet amino-acide est fixe 
15 sur la resine par 1 ' intermediaire de son groupe carboxy- 
lique et sa fonction amine est protegee, par exemple par 
le groupe t-butyloxycarbonyle* 

Lorsque le premier amino-acide C-terminal est 
ainsi fixe sur. la resine, on enleve le groupe protecteur 
20 de la fonction amine en lavant la resine avec un acide. 

Dans le cas ou le groupe protecteur de la fonc- 
tion amine est le groupe t -butyl oxycarbonyle, il peut 
etre elimine par traitement de la resine a I'aide d* aci- 
de trifluoroacetique. 
25 On couple ensuite le deuxieme amino-acide qui 

fournit le second amino-acyle de la sequence recherchee, 
a partir du residu amino-acyle C-terminal sur la fonction 
amine deprotegee du premier amino-acide C- terminal fixe 
sur la chaine. De preference, la fonction carboxyle de 
30 ce deuxieme amino-acide est activee, par exemple par la 
dicyclohexylcarbodiimide, et la fonction amine est pro- 
tegee, par exemple par le t-butyloxycarbonyle. 

On obtient ainsi la premiere partie de la 
chaine peptidique recherchee, qui comporte deux amino- 
35 acides, et dont la fonction amine terminale est prote- 
gee. Comme prec^demment, on deprotege la fonction amine 
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et on peut ensuite proceder a la fixation du troisieme 
aminoacyle, dans les conditions analogues a eel les de 
1* addition du deuxieme aminoacide C-terminal. 

On fixe ainsi, les uns apres les autres, les 
5 acides amines, qui vont constituer la chaine peptidique 
sur le groupe amine chaque f ois deprot£g£ au prealable 
de la portion de la chaine peptidique deja formee, et 
qui est rattach£e & la resine. 

Lorsque la totalite de la chaine peptidique 
10 desiree est formee, on elimine les groupes protecteurs 
des differents aminoacides constituant la chaine pepti- 
dique et on 'detache le peptide de la resine par exemple 
a l'aide d ! acide f luorhydrique. 

Pour synthetiser les dipeptides selon l'inven- 
15 tion, on peut avoir recours aux monopeptides 

comportant respectivement un residu cysteyle 
dans lequel le groupe thiol est a l'etat de SH non pro- 
tege, notamment par oxydation au sein d'un milieu conte- 
nant les monopeptides selon 1' invention, par exemple a 
20 l'aide d'oxygene moleculaire. Ce milieu consiste par 
exemple en une solution aqueuse de pH d' environ 7. 

Cette oxydation permet a la liaison disulfure 
de s'etablir entre les atomes de soufre des residus 
cysteyle comportant le groupe thiol a l'etat de SH non 
25 proteg6. 

Pour preparer les dipeptides selon l'inven-' 
tion, on peut egalement avoir recours aux indications 
de synthese proposes aux pages 145 a 149, de 1 'article 
intitule (Sulfhydryl group protection in peptide syn- 
30 thesis" de R. G- HISKEY, The Peptides, vol. 3 (1981) 
et aux pages 240 a 24 3, de 1' article intitule "Solid 
phase peptide synthesis", de G. BARANY et R. B- MERRI- 
FIELD, The Peptides, vol. 3 (1981). 

Dans la pratique, on peut operer comme suit 
35 ou de fagon equivalente. 

Apres d£protection des peptides selon I 1 in- 
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vention, on fait barbotter 1 'air dans la solution du 
peptide jusqu'a disparition des fonctions thiol libres. 

Pour synthetiser les conjugues selon l 1 inven- 
tion, on peut avoir recours a des procedes connus en soi r 
5 tel que celui deer it par FRANTZ et ROBERTSON dans Infect, 
and Immunity, 33, 193-198 (1981), ou celui decrit dans 
Applied and Environmental Microbiology, octobre 1981, 
vol. 42, n° 4, 611-614 par P. E. KAUFFMAN enutilisant 
le peptide et la molecule porteuse appropriee. 
10 Dans la pratique, on utilisera avantageusement 

comme agent de couplage les composes suivants, cites a 
titre non limitatif : aldehyde glutarique, chlorof ormiate 
d'ethyle, carbodiimides hydrosolubles /N-ethyl-N 1 (3-di- 
methylamino-propyl) carbodiimide, HCt7, diisocyanates, 
15 bis-diazobenzidine, di- et trichloro-s-triazines, bro- 
mures de cyanogene, benzaquinone, ainsi que les agents 
de couplage mentionnes dans Scand. J. Immunol-, 1978, 
vol. 8, p. 7-23 (AVRAMEAS, TERNYNCK, GUESDON) - 

On peut avoir recours a tout procede de cou- 
20 plage faisant intervenir d'une part une ou-plusieurs 
fonctions reactives du peptide et d' autre part, une ou 
plusieurs fonctions reactives des molecules supports. 
Avantageusement, il s'agit des fonctions carboxyle et 
amine, lesquelles peuvent donner lieu a une reaction 
25 de couplage en presence d'un agent de couplage du genre 
de ceux utilises dans la synthese des proteines, par 
exemple, le l-ethyl-3- (3-dimethylaminopropyl ) -carbodii- 
mide, le N-hydroxybenzotriazole, etc. On peut encore 
avoir recours h 3a glutarald^hyde, notamment lorsqu'il 
30 s'agit de relier entre eux des groupes amines respecti- 
vement portes par le peptide et la molecule support. 

Les exemples qui suivent concernent des syn- 
theses de peptides preferes selon l 1 invention, visant It 
en donner une meilleure illustration, sans pour autant 
35 etre limitatif s. 
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EXEMPLE 1 . 

SYNTHESE DU MONOPEPTIDE DE FORMULE (1) , 
Asn-Thr-Phe-iyr^ 

(N-ter) (C-ter) 
5 Ce monopeptide synthetique pr£sente la meme 

sequence peptidique que 1 ' enterotoxine ST de pore. Mais 
a la difference de 1 1 enterotoxine ST naturelle de pore, 
dans ce monopeptide selon I 1 invention, tous les groupes 
thiols des residus cyst^yle sont proteges par l'acetami- 
10 domethyle et il n'y a pas de pont disulfure intromolecu- 
laire. Dans la suite, on designera ce monopeptide par 
"Enterotoxine ST synthetique de pore" - 

Pour preparer ce monopeptide de formule (1), 
on a recours a la synthese peptidique mentionnee ci- 
15 dessus et on procede comme suit ou de fa<?on equivalente. 

Les abreviations utilisees dans le cadre de 
cette synthese ont la signification suivante : 



BOC 


: t-bu ty 1 car bony loxy. 


Asp 


: acide aspartique 


Thr 


: threonine 


Glu < 


: acide glutamique 


Pro 


: proline 


Gly 


: glycine 


Ala 


: alanine 


Asn 


: asparagine 


Cys 


: cysteine 


Leu ■ 


: leucine 


Tyr : 


: tyrosine 


Phe : 


phenylalanine • 



30 On utilise comme amino-acides des N-alpha- 

amino-acides proteges uniquement avec le groupe t-butyl- 
oxycarbonyl (BOC) . 

Les groupes fonctionnels lateraux sont prote- 
ges comme suit : 

35 - la tyrosine est protegee par le 2,6-dichlo- 

rob nzyle, 
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- la cysteine est protegee par 1 1 acetamidome- 

thyle, 

- l'acide glutamique et la threonine sont pro- 
teges par le benzyle. . 

5 On distille CH 2 C1 2 a partir de Na 2 C0 3 anhydre 

avant utilisation. 

II est avantageux d'utiliser un support de re- 
sine constitue par un copolymere choromethyle de styrene 
et de divinylbenzene a 1 % (commercialise par les labo- 
10 ratoires BIORAD. 

La N-alpha-rt-butyloxycarbonyl-O-2, 6-dichloro- 
benzyl tyro sine est de preference esterifiee sous forme 
de son sel de cesium (GISIN B.F. (1973) Helv. Chim. 
Acta 56, 14 76) . 

15 La syn these est effectuee dans un synthetiseur 

autoxatique du type de celui commercialise par BECKMAN 
sous la designation 990 B. 

Chacun des acides amines entrant dans la cons- 
titution du monopeptide (1) selon l 1 invention, est fixe 

20 a la chalne peptidique deja formee corame il est indique 
ci-apres. 

a) On lave trois fois la resine pendant envi- 
ron 3 minutes avec du chlorure de methylene pour la 
mettre en suspension. 
25 b) On lave ensuite une fois pendant environ 

trois minutes avec de l'acide trif luoroacetique a 40 % 
pour impregner la resine. 

c) On relave une fois pendant environ 30 minu- 
tes avec de l'acide trif luoroacetique pour deproteger le 

30 groupe N- terminal de la chaine peptidique deja formee. 

d) On lave ensuite deux fois pendant environ 
3 minutes avec du chlorure de methylene pour eliminer 
l'acide trif luoroacetique. 

e) Puis on lave deux fois pendant environ 3 
35 minutes avec de l'alcool isopropylique pour eliminer 

le chlorure de methylene. 
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f) Puis on r^impregne le milieu en lavant 4 
fois pendant 3 minutes avec du chlorure de methylene . 

g) On lave trois fois pendant environ 3 mi- 
nutes avec de la diisopropylethylamine pour neutraliser 
la fonction amine, qui se trouvait salifiee sous forme 
de son sel avec I 1 acide trif luoroacetique. 

h) On lave quatre fois pendant environ 3 mi- 
nutes avec du chlorure de methylene pour chasser la 
diisopropylamine en exces. 

i) On-ajoute l'acide amine a fixer sur la 
chalne peptidique deja formee, comme indique ci-dessous. 

j) On lave ensuite trois fois pendant environ 
3 minutes avec du chlorure de methylene. 

k) Puis on chasse le chlorure de methylene en 
lavant deux fois pendant environ 3 minutes avec de 1'al- 
cool isopropylique. 

1) On lave enfin trois fois pendant environ 
3 minutes avec du chlorure de methylene, pour remettre 
le milieu reactionnel dans son solvant. 

En ce qui concerne la fixation de chacun des 
acides amines a la chalne peptidique deja formee, on a 
recours a un acide amine (en exces par rapport a la 
chalne peptidique deja formee, cet exces correspondant 
a environ trois fois la charge de la chaine peptidique) 
dont la fonction amine est protegee par le groupe t-bu- 
tyloxycarbonyle et dont la fonction acide est activee 
par la dicyclohexylcarbodiimide, 1 *hydroxybenzotria?,o;ie 
ensuite additionne afin de minimiser les reactions se- 
condares (ARENDT A., KOLODZIEJZKYK A, M. (1978) Tetra- 
hedron Lett 40, 3867), (MOJSOV S., MITCHELL A. R. (1980) 
J. Org. Chern. 4J5, 555). 

Apres chaque etape d' addition d'un acide ami- 
ne, on determine la quantite d' acide amine libre qui 
n'a pas £te fixee sur la chaine peptidique, par le 
test a la ninhydrine (KAISER E. , C0LESC0TT R. L. et 
al. (1976) Anal. Bioch m. 34., 595), sauf lorsqu'on fixe 
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l'asparagine (en position 11 dans le peptide (1)) sur la 
proline (en position 12 dans le peptide (1)), la numero- 
tation £tant effectuee de gauche a droite. Lorsqu'on 
fixe ces deux acides amines, on a en effet recours au 
5 test a la chloranile (CHRISTENSEN T. (1979) Acat. Chem. 
Scand., 833, 763). A la fin de la synthese, on elimine 
tous les groupes protecteurs fixes sur le peptide porte 
par la resine, a 1" exception du groupe acetamidomethyle 
qui est stable vis-a-vis de ce reactif (VEBER et al. 

10 (1972), J. Am. Chem. Soc. 9±, 5456). On detanche le 
peptide de la resine a l'aide d'acide f luorhydrique 
anhydre a raison de 10 ml d'HF anhydre par gramme de 
resine, en presence d'anisol (1 ml/g) a la temperature 
d' environ 0°C pendant environ 60 minutes. 

15 Apres evaporation de I'acide f luorhydrique, 

le melange reactionnel est lave a l 1 ether et le peptide 
est separe de la resine par extraction a I'aide d'acide 
acetique a 50 %. Les extraits sont dilues a l'eau et 
lyophilises. 

20 Le peptide brut obtenu est faiblement soluble 

dans l ! eau. II est purifie par chromatographic sur une 
colonne du type de celle commercialisee sous le nom 
LH 20 en utilisant comme phase mobile le melange dime- 
thyl formamide-acide acetique 0,1 M (3/1). On raesure 

25 une absorption a 254 nm. Les dif ferentes fractions du 
pic principal sont examinees sur le plan de leur homo- 
geneite et rassembl^es. 

On obtient le peptide purifie (97 mg, rende- 
ment global d' environ 10 %) presentant la composition 

30 en acides amines suivante : 
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Valeur experimentale Valeur theorique 



Asp 0 


2, 22 


2 


Thr 


0,85 


1 


Glu 


1,13 


1 


Pro 


1,21 


1 


Gly 


1, 20 


1 


Ala 


2,07 


2 


Cys 


4,68 


6 


Leu 


1,13 


1 


Tyr 


2, 27 


2 


Phe 


1, 12 


1 



10 



°La valeur de 1 'asparagine (Asn) est donnee en Asp car 
au cours de I'hydrolyse, la fonction amide primaire de 
Asn est coupee, ce qui la transforme en Asp. 
15 On mesure la purete par chroma tographie liqui- 

de sous haute press ion en phase inversee sur une colonne 
du type de belle commercialisee sous le nom p Bondapack 
CI 8 dans laquelle l'eluant est le melange de solvants 
suivants : 

20 CH 3 0H 425 ml 

H 2 0 525 ml 

Tampon phosphate 
0,05 M pH 2,5 50 ml 

avec contrSle a 210, 254 et 270 nm. 
25 EXEMPLE 2 . 

SYNTHESE DU MONOPEPTIDE DE FORMULE (2) . 
Asn-Thr-Phe-Tyr^s^s^lu-L^ 

(N-ter) (C-ter) 
Le monopeptide de sequence ci-dessus indiquee 
30 et dans lequel tous les groupes thiols sont modifies par 
1 1 acetamidomethyle a ete prepare selon le procede ci- 
dessus indique. 

Dans la suite, ce peptide sera designe par 
"Enterotoxine ST synthetiqu humaine' 1 , car il pr^sente 
35 la meme sequence d'acides amines que 1 1 enterotoxine ST 
naturelle humaine. Mais a la difference de I'enteroto- 
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xine ST naturelle humaine, dans le peptide selon l 1 inven- 
tion, tous les groupes thiols des residus cysteyle sont 
proteges par 1 'acetamidomethyle, et il n'y a pas de pont 
disulfure intramoleculaire. 
5 EXEMPLES III A VI , 

Us concernent la preparation de quatre conju- 
gues selon 1 1 invention dans lesquels le peptide est soit 
1 1 enterotoxine ST synthetique de pore, soit I'enteroto- 
xine ST synthetique humaine, et la molecule porteuse est 

10 soit la toxine tetanique, soit 1 1 ovalbumine. 

On designera dans la suite par ST-TT les con- 
jugues dans lesquels le peptide selon I 1 invention est 
1' enterotoxine ST synthetique (de pore ou humaine) et la 
molecule porteuse est la toxine tetanique et par ST-OVA 

15 les conjugues dans lesquels le peptide selon l 1 invention 
est 1 1 enterotoxine ST synthetique (de pore ou humaine) 
et la molecule porteuse est 1 1 ovalbumine- 

La synthese de ces conjugues peut etre effec- 
tuee selon la niethode decrite par FRANTZ et ROBERTSON 

20 dans Infect, and Immunity, 3J3, 193-198 (1981) . 

Le melange reactionnel contient un exces d' en- 
terotoxine ST (porcine ou humaine) synthetique corres- 
pondant a environ deux fois plus d 1 enterotoxine ST syn- 
thetique que de proteine porteuse. Le couplage entre 

25 1 • enterotoxine ST synthetique et les differentes pro- 
teines porteuses est effectue en utilisant par exemple 
la l^ethyl-3- (3-dimethyl-aminopropyl) -carbodiimide. Le 
nvilango reactionnel est m?s a irsouher clans Vnbser'" 
rite pendant environ 18 heures a temperature ambiante. 

30 On a ensuite recours a une dialyse extensive 

effectuee sur un tampon PiNa, a pH 7,00, pour eliminer 
1 1 enterotoxine ST synthetique libre et 1' agent de cou- 
plage qui n'a pas reagi. 

Le tampon PiNa est un tampon phosphate de 

35 sodium dont la composition pour un litre d'eau distillee 
est la suivante z 
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NaCl 8 g NaHP0 4 . 12H 2 0 2, 8 g 

KH 2 P0 4 0,2 g KC1 O, 2 g 

Les conjugu^s ST-OVA peuvent etre utilises 
directement pour effectuer les essais d 1 immunisation 
5 sur les animaux. 

Dans le cas des conjugues ST-TT, il est ne- 
cessaire de detoxifier la preparation de l'aide de for- 
maldehyde seldn la methode decrite par BLASS et al. 
dans Bull* Soc. Chim. lO, 3 057-3 965 (1967). 
10 Avant d'utiliser le conjugue ST-TT selon 1 1 in- 

vention, on determine sa toxicite par injection intra- 
musculaire sur des sour is. 

Les peptides selon 1 1 invention presentent 
d' interessantes proprietes vis-a-vis des enterotoxines 
15 ST naturelles humaines et animales. 

Les essais effectues sur les peptides selon 
1' invention sont deer its ci-apres notamment pour les 
peptides suivants : 

- I'enterotoxine ST synthetique de pore con- 
20 forme k 1* invention, obtenue comme il a ete decrit pre- 

cedemment ; 

- le conjugue constitue par I'enterotoxine ST 
synthetique de pore et la toxine tetanique, ci-apres 
designe par STP-TT ; 

25 - le conjugue constitue par 1 1 enter d toxine ST 

synthetique de pore et 1 1 ovalbumine, ci-apres designe 

par STP-OVA. 

Povr res r^sais,- on a egalement- recours & 

I'enterotoxine ST naturelle humaine, purifiee comme 
30 indique ci-apres. 

PURIFICATION D 1 ENTEROTOXINE ST NATURELLE HUMAINE » 

L'enterotoxine ST a purifier provient d'une 

souche humaine d' E. coli qui ne produit qu'une entero- 

toxine stable a la chaleur (souche fourhie par le Dr 
35 Walter LAIRD de NIH - USA) . Les conditions de croissan- 

ce des bacteries et la purification de I'enterotoxine 
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sont effectives selon la methode decrite par STAPLES et 
al. dans J- Biol, Chem. 255 , 4 716-4 721. 

Une seconde preparation d 1 enterotoxine ST 
pure d'origine humaine fournie par le Dr R. GIANNELLA 
5 est egalement utilisee dans 1' etude presente. 

ETUDE PES PROPRIETES PES PEPTIDES SELON L 1 INVENTION . 
1° Non toxicity . 

L'essai concernant la toxicite des peptides 
selon 1 ' invention a 6te ef f ectue sur des peptides ob- 

10 tenus selon la technique en phase solide decrite ci- 
dessus et dans laquelle les groupes SH des residus de 
cysteine sont proteges par les acetamidomethyles. 

La toxicite des peptides selon 1 ' invention 
est £tudiee a 1'aide du test des souriceaux decrit dans 

15 J. Biol. Chenw 255 , (1980), 4 716-4 721 par STAPLES et 
al. Ce test consiste a determiner l'effet de 1* adminis- 
tration, a des souriceaux, d'un compose, sur 1' accumu- 
lation du fluide intestinal. 

Pour ce faire, on injecte le compose a tester 

20 dans restomac.de souriceaux ayant 3 ou 4 jours. On met 
ensuite les souriceaux dans une etuve a 37 °C pendant 
environ une heure puis on les anesthesie et on retire 
1' intestin. Si 1 ' intestin est gonfle, cela resulte d ! une 
accumulation de fluide dans l 1 intestin provoquee par le 

25 compose injecte qui est done biologiquement actif et par 
consequent toxique. De fafon quantitative, on considere 
que le compose teste est biologiquement actif, lorsque 
le rapport entre le poids de 1 ' intestin et le poids du 
corps est au moins egal a 0,08, etant indique que si on 

30 injecte de l'eau dans un essai temoin, le rapport poids 
de 1 1 intestin/poids du corps est de 0,05. Dans les fi- 
gures mentionnees ci-apres^ chaque point experimental 
correspond a la moyenne des resultats obtenus avec trois 
souriceaux. 

35 On a repr£sent£, sur la figure 1, les resul- 

tats obtenus dans le cadre de l 1 etude de la toxicite de 



0093652 



29 



l'enterotoxine ST synthetique de pore. On a represents 
en ordonnees, le rapport poids de 1 'intestin/poids du 
corps et chaque colonne represente la moyenne de trois 
determinations. La colonne 4 correspond au resultat 
obtenu avec 1 'enterotoxine ST naturelle humairie admi- ' 
nistree a raison de 9 ng. La colonne 5 correspond au 
resultat obtenu dans 1'essai controle, sans enterotoxine. 
Les trois colonnes blanches designees par 1, 2 et 3, 
correspondent aux resultats obtenus avec l'enterotoxine 
ST synthetique administree a raison de 50 pg (colonne 1) , 
50O ng (colonne 2) et 5b ng (colonne 3) . 

De 1' etude de ce graohe, on en deduit que 
l'enterotoxine ST synthetique de pore est incapable 
de provoquer l' accumulation de fluide dans le tractus 
intestinal des souris et par consequent n'est pas toxi- 
que. 

La non toxicite des peptides selon 1" invention 
est en accord avec le fait qu'ils ne presentent pas de 
ponts disulfures intramoleculaires, etant donne que les 
groupes SH des residus cysteyle sont proteges oar des 
groupes protecteurs, stables en milieu biologique. Or. 
on a montre que les ponts disulfures intramoleculaires 
etaient indispensables a l'activite biologique de la • 
toxine ST naturelle de pore et humaine (STAPLES et al. 
dans J. Biol. Chem. 255 , 4 716-4 721 (1980). 
2 ° Proprie tes immunoaenes . 

T.es peptides scion I'-iuventiou ae xevelant 
non toxiques, ils sont testes sur le plan immunologique. 

Les essais ci-dessous indiques effectues sur 
les conjugues selon 1' invention permettent de montrer : 

a) que les conjugues selon 1' invention indui- 
sent des anticorps r 

b) que ces anticorps reagissent de facon spe- 
cif ique avec les peptides selon 1' invention ; 

c) que ces anticorps reconnaissent l'entero- 
toxine ST naturelle (porcine ou humaine) 
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d) que ces anticorps neutralisent I'activite 
biologique de 1 'enterotoxine ST naturelle (porcine ou 
humaine) . 

Dans les essais dont il est question ci~ 
5 apr&s, on utilise les deux conjugues suivants conformes 
a I 1 invention : 

1° Conjugue const itue par 1 ' enterotoxine ST 
synthetique de pore et I'ovalbumine (ci-apres designe 
par STP-OVA) ; 

10 2° Conjugue constitue par 1 1 enterotoxine ST 

synthetique de pore et la toxine tetanique (ci-aprea de- 
signe par STP-TT) ; 

pour immuniser respectivement des lapins et des souris, 
selon le procede preconise par FRANTZ et ROBERTSON de- 
15 crit dans Infect, and Immunity, 33, 193-198 (1981) en 
remplaeant la toxine naturelle par les deux conjugues. 

a) Les coniugues selon 1' invention induisent 

des anticorps , 

a)l° Immunisation a l'aide du conjugue ente- 
20 rotoxine' ST synthetique de porc-oval bumine» 

Les preparations du susdit conjugue selon 
1' invention contenant 1O0 pg d • enterotoxine ST synthe- 
tique de pore par ml sont melangees avec une quantite 
egale d' adjuvants de FREUND. 
25 On injecte par voie intradermique a des lapins 

BOUSCAT (6 mois) , 1 ml de conjugue STP-OVA a des en- 
droits multiples, le long du dos. 

Des doses vaccinantes (50 ug d' enterotoxine ST 
synthetique de pore) en suspension dans I'adjuvant de 
30 FREUND incomplet sont effectuees a 4 semaines d'inter- 
valle pendant 3 mois. 

On recueille le serum de lapin, trois semaines 
apres la derniere injection et on le stocke a -20°C jus- 
qu'a ce qu'il soit soumis a la methode d'Elisa. 
35 a) 2° Immunisation a l'aide du conjugue ente- 

rotoxine ST synthetique de pore- toxine -tetanique. 
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On immunise des souris (Balb/c) avec le con- 
jugue STP-TT selon le protocole suivant. On melange 
100 ul de conjugue STP-TT (contenant 10 yg d'enteroto- 
xine ST synthetique de pore) avec un volume egal d'ad- 
5 juvant complet de FREUND • On injecte cette preparation 
de fagon intraperitoneal. 

Des injections vaccinantes sont faites sous 
forme d 1 injections intramusculaires (100 yl de conjugue 
selon 1' invention et lOO pi d 1 adjuvant incomplet de 
10 FREUND), chaque mois, pendant deux mois. On recueille le 
serum de souris, 4 jours apres la deirniere injection. Le 
serum est stocke a -20°C jusqu'a ce qu'il soit soumis a 
la methode d'Elisa. 

a) 3° Determination des anticorps par la me- 
1 5 thode d'Elisa (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) . 

La methode d'Elisa est une technique en phase 
heterogene (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) qui per- 
met de determiner et de doser des anticorps au moyen 
d'une reaction antigene-anticorps. 
20 De fagon generale, on a recours a des tubes 

en plastique que l'on recouvre d'un exces d'antigenes, 
puis on introduit le serum contenant les anticorps a 
determiner et on laisse incuber. 

Au cours de 1 1 incubation, les anticorps s'as- 
25 socient avec leurs antigenes respectifs. On effectue 
ensuite une deuxieme incubation ci I'aide d' anticorps 
anti-immunoglobuline marques grace a une enzyme- 
Plus precisement, I'essai concernant la deter- 
mination des anticorps contenus dans le serum de lapin 
30 et de souris, respectivement immunise avec les conjugues 
STP-OVA et STP-TT, comme indique ci-dessus, a ete effec- 
tue comme il est decrit par VOLLER et al. dans Enzyme . 
linked immunosorbent assay, a guide with abstracts of 
microplates applications, Dynatech, Europe, Guernsey, 
35 p. 1 (1979). 

Les ent^rotoxines ST synthetiques de pore ou 
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les enterotoxines ST naturelles de pore (20 ug/ml dans 
50 mM de tampon carbonate/bicarbonate a pH 9,0) (tampon 
de revetement) sont deposees en exces sur les tubes des 
microplaques Elisa (commercialises par Nunc Inter-Med 
5 Denmark) pendant environ deux heures a environ 37°C. 

Apres depot, on lave les tubes a l'aide d'une 
solution saline de tampon phosphate de sodium a pH 7,4 
contenant 0,05 % de Tween 20 (agent mouillant obtenu 
par condensation des esters d'acides gras et de sorbitol 

10 avec l'oxyde d'ethylene, la fixation des chaxnes poly- 
oxyethyleniques s'effectuant sur les hydroxy les non es- 
terifies du sorbitol et commercialise par la societe 
MERCK sous le nom de Tween 20) (PiNa/Tween 20). Le meme 
tampon (PiNa/Tween 20) est egalement utilise comme di- 

15 luant des serums de lanin et de souris a tester et comme 
diluant des anticorps anti-immunoglobulines marques par 
1 1 en zyme . 

Ces anticorps anti-immunoglobulines sont d'une 
part des IgG chevre anti-lapin (produits par les labora- 

20 toires BIONETIC, USA), d' autre part des IgG mouton anti- 
souris (INSTITUT PASTEUR, France) , tous les deux couples 
au meme enzyme, qui est la peroxydase* 

Les serums de lapin et de souris a tester sont 
ajoutes dans les tubes dans des dilutions appropriees et 

25 on laisse incuber pendant une heure a 37 °C, Apres d'au- 
tres lavages avec PiNa/Tween 20, on ajoute les anticorps 
anti-immunoglobulines respectifs ci-dessus definis et on 
iaiase incuber pendant une hsure h 37 °C. Apres plusioivcs 
lavages, la quantite d* enzymes liees aux tubes est de- 

30 terminee en utilisant 1 1 O-phenylene diamine (50 mg/100 
ml) et 40 pi de peroxyde d'hydrogene dans 50 mM de tam- 
pon citrate/phosphate a pH 5, comme substrat. On arrete 
la reaction 30 minutes apres, par addition de 50 vl de 
H 2 S0 4 a 12,5 % et on lit immediatement les valeurs d'ab- 

35 sorption a 492 nm. 
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b) 1° Les anticorps induits par les coniuaues 
STP-OVA et STP-TT reagissent avec 1 'enterotoxine ST 
synthetique de pore 

On etudie dans le serum de lapin a tester, la 
5 possibility qu'il a de se combiner avec 1' enterotoxine 
ST synthetique de pore. 

La figure 2 represente la courbe de dosage 
(par la methode Elisa) du serum de lapin comportant des 
anticorps induits par le conjugue STP-OVA. 
10 On a represente en ordonnees la variation de 

densite optique en fonction de 1' inverse des dilutions 
de serum. 

La ligne en points noirs concerne le dosage 
du serum contenant les anticorps induits par le conju- 

15 gue STP-OVA. 

La ligne en points blancs concerne le serum 
contenant les anticorps induits par le conjugue STP-OVA, 
preincube pendant une heure, a la temperature de la pie- 
ce avec un exces d'enterotoxine ST synthetique. de pore, 

20 avant la methode Elisa. 

Comme il resulte clairement de cette figure 
lorsqu'un exces d'enterotoxine ST synthetique de pore 
est incubee avec le serum avant 1" addition a I'dntdro- 
toxine ST synthetique liee aux parois plastiques du tube, 

25 on n 1 observe aucune reaction, ce qui indique que la 
liaison entre les anticorps induits par le conjugue 
STP-OVA et 1 1 enterotoxine ST synthetique de pore est 
specif ique. 

b) 2° Les anticorps induits par les coniuaues 
30 STP-OVA et STP-TT reagissent avec 1 'enterotoxine ST 
synthetique humaine . 

Lorsque le serum de lapin contenant les anti- 
corps induits par le conjugue STP-OVA est teste sur la 
toxine ST synthetique humaine, on observe une reaction 
35 croisee. 

La figure 3 represente la courbe de dosage 
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(par la methode Elisa) du serum de lapin contenant les 
anticorps induits par le conjugue STP-OVA par l'entero- 
toxine ST synthetique humaine. 

On a represents en ordonnees la variation de 
density optique et en abscisses 1' inverse des dilutions 
de serum. 

La courbe port ant. les triangles correspond 
aux resultats obtenus avec le serum comportant les anti- 
corps induits par le conjugue STP-OVA. 

La courbe en points blancs correspond aux re- 
sultats obtenus avec le serum contenant les anticorps 
induits par ie conjugue STP-OVA, preincube pendant envi- 
ron une heure, h la temperature ambiante avec un exces 
d 1 enterotoxine ST synthetique humaine, avant d'effectuer 
la methode Elisa. 

II resulte clairement de cette figure que les 
anticorps induits par le conjugue STP-OVA, reagissent 
avec 1 • enterotoxine ST synthetique humaine qui est fixee 
sur les tubes. 

On remarque done a nouveau que 1 ' enterotoxine 
ST synthetique humaine en exces, incubee avec le serum 
a tester, avant d'effectuer le test Elisa, bloque la 
liaison specifique des anticorps induits par le conjugue 
STP-OVA. 

c) Les anticorps induits par le conjugue STP- 
OVA reconnaissent 1 'enterotoxine ST naturelle humaine . 

Afin de montrer que les anticorps fabriques 
contre 1 'enterotoxine ST synthetique de pore sont capa- 
bles de reagir avec 1 'enterotoxine ST naturelle humaine, 
on depose dans des cupules d'une microplaque Elisa de 
1 'enterotoxine ST naturelle humaine et de 1 'enterotoxine 
ST synthetique humaine. 

On effectue le test Elisa dans ces conditions, 
et on observe que les susdits anticorps reagissent avec 
1' enterotoxine ST naturelle humaine. 

On peut montrer de la meme fa?on que les anti- 
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corps fabriques contre 1 ■ enterotoxine ST synthetique 
de pore reconnaissent 1 'enterotoxine ST naturelle de 
pore. 

On en deduit done que les peptides selon l'in- 
5 vention induisent des anticorps qui reconnaissent : 

- 1 'enterotoxine ST synthetique de pore, 

- 1 'enterotoxine ST synthetique humaine, 

- 1 'enterotoxine ST naturelle de pore, 

- l f enterotoxine ST naturelle humaine. 

10 d) Les peptides selon 1' invention induisent 

des anticorps qui neutralisent 1 ' enterotoxine ST natu- 
relle humaine . 

On teste les serums de lapins et de souris 
qui ont £te respectivement immunises avec les conjugues 

15 STP-OVA et STP-TT, pour determiner leur capacite a neu- 
traliser I'activite biologique de 1 1 enterotoxine ST na- 
turelle humaine en ayant recours au test des souriceaux 
decrit dans J. Biol. Chem. 255. (1980), 4 716-4 721 par 
STAPLES et al. 

20 Pour chaque essai, on effectue les six dilu- 

tions suivantes de s6rum dans un tampon PiNa, pH 7,00 : 
1° 1/50 2° 1/200 3° 1/4O0 

4° 1/800 5° 1/160O 6° 1/3200 

et on melange le serum a tester avec 1 'enterotoxine ST 
25 naturelle humaine. 

d) 1° Resultats obtenus avec les anticorps 
induits par le coniucrue STP-OVA . 

Sur la figure 4, on s rcprcuLinLc I'effei du 
serum de lapin comportant les anticorps induits par le 
30 conjugue STP-OVA sur 1 ' accumulation de fluide intestinal 
provoque par 12,5 ng d' enterotoxine ST naturelle humaine 
(12,5 ng d 1 enterotoxine ST representant 5 unites de 
souris, cf. GIANNELLA R. A. (1976) Infect, and Immunity, 
14, 95-99). 

35 On a porte en ordonnees le rapport poids de 

1 'intestin/poids du corps, et en abscisses les six di- 



0093652 



36 

lutions de serum. 

Pour chaque dilution de serum, on melange 
12,5 ng d ' enterotoxine ST naturelle humaine avec 20 ul 
de s£rum (volume total 100^1) et on laisse incuber pen- 
5 dant une heure avant d'effectuer le test des souri- 
ceaux. 

Chacun des points de la courbe obtenue corres- 
pond a la moyenne de trois determinations. 

La colonne 1 sert de temoin et correspond aux 
10 resultats obtenus avec 12,5 ng d' enterotoxine ST natu- 
relle humaine. 

La colonne 2 sert de temoin et correspond aux 
resultats obtenus avec 12,5 ng d 1 enterotoxine ST natu- 
relle humaine a laquelle on a additionne 20 yl de serum 
15 de lapin non immunise dilue a 1/50. 

La colonne 3 sert de temoin et correspond aux 
resultats obtenus sans enterotoxine - 

d) 2° Resultats obtenus avec les ant i corps in- 
duits oar le conjuaue STP-TT . 
20 La figure 5 represente I'effet du serum de 

sour is comportant les anticorps induits par le conjugu£ 
STP-TT sur 1 ' accumulation du fluide intestinal provoque 
par 12,5 ng d 1 enterotoxine ST naturelle humaine. 

La courbe de la figure 5 est etablie comme il 
25 a ete indique a propos de la figure 4 et les colonnes 
1, 2 et 3 ont les significations indiquees a propos.de 
la figure 4. 

Les anticorps induits par les conjugues selon 
l 1 invention presentent la remarquable propriete de neu- 
30 traliser, de fagon sp£cifique, l'activite biologique de 
1 1 enterotoxine ST naturelle humaine. 

Les peptides selon 1 ' invention qui peuvent 
etre obtenus par le procede de synthese en phase solide 
presentent I'avantage d'etre prepares en grandes quan- 
35 tit6s et sous forme de materiaux homogenes, ce qui £vi- 
te d 1 avoir recours aux methodes compliquees consistant 
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a faire croitre des bacteries, suivie d'un procede de 
purification astreignant- 

Les peptides selon 1' invention ne sont pas 
toxiques, meme en grande quantite comme les tests I'ont 
5 prouv6. Ceci peut etre exolique par le fait qu'il n'y 
a pas de ponts disulfures, puisque les groupes SH des 
residus cysteyle spnt proteges par des groupernents sta- * 
bles dans un milieu biologique. 

Les peptides selon 1* invention presentent 

10 1 1 interessante oropriete, lorsqu'ils sont couples a 

differentes nroteines porteuses, d'induire des anticorps 
qui reconnaissent 1 ' enterotoxine ST naturelle, qui eta- 
blissent des liaisons avec cette enterotoxine et qui 
neutralisent son activite biologique. 

15 Ce resultat pourrait etre explique par l'hypo- 

these que les quatre t>remiers residus Asn-Thr-Phe-Tyr 
de l'extremite N-terminale de la sequence des 18 amino- 
acides de 1 'enterotoxine ST ne sont probablement pas 
impliques dans la configuration repliee induite par les 

20 ponts disulfures. 

Cette oortion de 1 'enterotoxine ST paralt con- 
sister en un determinant antigenique stable, qui est 
moins immunogene que dans 1 'enterotoxine ST naturelle 
repliee, mais qui provoque des anticorps lorsqu'il fait 

25 partie de 1 'enterotoxine ST naturelle dont les groupes 
thiols des residus cysteyle ont ete reduits ou lorsqu'il 
se trouve dans la sequence peptidique des peptides selon 
1' invention et notamment de 1 ' enterotoxine ST syntheti- 
que, dont les groupes thiols des residus cysteyle sont 

30 proteges. 

Les anticorps qui sont diriges vers cette re- 
gion de la molecule se lient a 1 1 enterotoxine ST natu- 
rell quelle que soit sa configuration. 

L'exemple decrit ci-dessous montre la mise en 
35 evidence de la toxine ST dans un systeme de culture. 



0093652 



38 . t 

Exemole de mise en evidence de la toxine ST dans un 
svsteme de culture . 

Les 'bacteries isolees du prelevement sont cul- 
tivees pendant 12 heures dans un milieu nutritif liquide, 
5 par exemple un milieu extrait de levure, hydrolysat de 
caseine (designe par CYE) . 

Les bacteries, apr&s culture, sont- centrifugees 
et le surnageant de la centrif ugation est recupere. 

On dose par procede radio-immunologique clas- 
10 sique la toxine contenue dans le surnageant* Ainsi les 
anticorps induits. par les peptides selon 1* invention 
permettent de doser la toxine ST. 

Les peptides selon l 1 invention, seuls ou asso- 
cies avec une molecule porteuse sont susceptible s d'in- 
15 duire, cornme cela a ete montre ci-dessus la synthese 
d' anticorps neutralisants, ce qui permet d'utiliser 
les peptides comme agents vaccinants- 

A titre d'exemple, les peptides selon 1' inven- 
tion (en association avec une molecule porteuse telle 
20 que la toxine tetanique) sont utilises a raison d'envi- 
ron : 

- 10 ug pour des sour is (sour is Balb/c d 1 envi- 
ron 20 g) ; 

- 50 pg pour des lapins de type Bouscat. 

25 L 1 invention vise egalement 1 'application des 

peptides h la mise au point des tests 

radio-immunologiques et immuno-enzymatiques (ELISA) 
pour detecter direscLeiutrit 1 ' enterotoxlne ST ainsi qu : a 
1 1 immunisation dans le domaine medical et veterinaire 

30 contre 1 1 enterotoxine ST naturelle. 

L* invention ne se limite naturellement pas 
aux peptides particuliers qui ont ete envisages. 

Comme il est bien connu de l f homme de l ! art, 
certains residus amino-acyle contenus dans les sequences 

35 P peuvent eventuellement etre remplaces par d'autres 

residus amino-acyle, dans la mesure ou ceux-ci ne modi- 
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fient pas sensiblement les configurations de surface 
des peptides formes ou la capacite des anticorps induits 
par les peptides ainsi modifies a l'egard des peptides 
non modifies ou dans le cas present, contre les entero- 
5 toxines ST naturelles. A cet egard, on mentionnera par 
exemple les eventuelles substitutions du groupe alanyle 
t>ar le groupe glycyl ou vice-versa, la substitution 
possible des residus iso-asparagigues par des residus 
aspartiques, glutamine ou isoglutamine, la substitution 

10 des groupes valine par les groupes alanine, leucine ou 
glycine, la substitution des groupes lysine par des 
groupes norleucine ou encore arginine, etc., sous re- 
serve que soit chaque fois verifiee la capacite des 
peptides modifies d'induire des anticorps susceptibles 

15 de neutraliser les peptides tels qu'ils ont ete definis 
plus haut, ou la toxine naturelle. II est naturellement 
entendu que tous ces equivalents possibles sont couverts 
par les peptides plus specif iquement revendiques ci- 
apres. 
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REVENDICATIONS 
1. Peptide (P)n couiportant au plus 18n amino- 
acides et au moins 4n amino-acides , de preference levb- 
gyres, caracterise en ce que : 
5 - n vaut 1 ou 2 , 

et en ce que ldrsque n vaut 1, la sequence peptidique P 
est contenue dans 1 ' enchainement peptidique suivant : 
Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu-Cys-Cys-A-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Gys-T ( I ) 
(N " ter) • (C-ter) 

10 dans laquelle soit A represente Asn et T represente Tyr, 
soit A represente Tyr et T represente Asn ; 
et caracterise en ce que les groupes thiols des eventuels 
residus cysteyle presents dans la molecule ont ete prote- 
ges par des groupements stables dans les conditions biolo- 
15 giques, l'un au plus des groupes thiols pouvant etre sous 
forme de groupe SH libre ou pouvant etre protege par un 
groupe non stable dans les conditions biologiques ; et 
en ce que lorsque n vaut 2, la sequence peptidique P-P 
est constitute par deux sequences peptidiques P identiques/ 
20 ou dlfferentes comportant chacune au plus 18 acides amines 
et au moins 4 acides amines, contenues dans 1 ' enchainement 
peptidique de formule (I) ci-dessus indiquee, les deux 
sequences peptidiques P etant reliees entre elles : 

- par l'intermediaire d'uhe liaison disulfure 
25 etablie entre l'atome de soufre de l'un 'quelconque des 

residus cysteyle de l'une des deux sequences et l'atome 
de soufre de l'un quelconque des residus cysteyle de 1' au- 
tre sequence ; 

- ou par l'intermediaire d'une liaison etablie 
30 entre le groupe carboxyle de l'une des deux sequences 

peptidiques P et le groupe amine de 1' autre sequence ; 
et caracterise en ce que l'un au plus des groupes thiols, 
s'il n'est pas engage dans une liaison disulfure, peut 
etre sous forme de groupe SH libre, ou protege par un 
35 groupe non stable dans les conditions biologiques et les 
autres groupes thiols des eventuels residus cysteyle sont 
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proteges par un groupement protecteur stable dans les 
conditions biologiques. 

2. Peptide (P)n comportant au plus 18n amino- 
acides et au moins 4n amino-acides , de preference levo- 
5 gyres, caracterise en ce que : 

- n vaut 1 lorsque la sequence peptidique P 
ne comporte aucun residu cysteyle ; 

- n vaut 1 ou 2 , lorsque la sequence peptidique 
P comporte au moins un residu cysteyle ; 

10 et en ce que lorsque n vaut 1, la sequence peptidique 
P est contenue dans 1 ■ enchainement peptidique suivant : 
Asn-Ibr-Phe-Tyr^ys^ys^lu-Leu^ys^ys-A^ro-Ala^ys-Ala^ly^ys-T(I) 
(N-ter) (C-ter) 
dans laquelle soit A represente Asn et T represente Tyr f 

15 soit A represente Tyr et T represente Asn ; 

et caracterise en ce que les grpupes thiols des eventuels 
residus cysteyle presents dans la molecule ont ete pro- 
teges par des groupements stables dans les conditions 
biologiques, l'un au plus des groupes thiols pouvant etre 

20 sous forme de groupe SH libre ou pouvant etre protege 

par un groupe non stable dans les conditions biologiques ; 
et en ce que lorsque n vaut 2, la sequence peptidique P-P 
est constitute par deux sequences peptidiques P identi- 
ques comportant chacune au plus IB acides amines et au 

25 moins 4 acides amines, contenues dans 1 'enchainement pep- 
tidique de formule (I) ci-dessus indiquee, les deux se- 
quences peptidiques P etant reliees entre elles : 

- par 1 ■ intermediaire d'une liaison disulfure 
etablie entre I'atome de soufre de l'un quelconque des 

30 residus cysteyle de l'une des deux sequences et I'atome 
de soufre de l'un quelconque des residus cysteyle de 1' au- 
tre sequence, 

et caracterise en ce que les autres groupes thiols non 
engages dans la liaison disulfure des Eventuels residus 
35 cysteyle sont proteges par un groupement protecteur sta- 
ble dans les conditions biologiques. 
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3. Peptide selon la revendication 1 ou 2 , carac- 

terise en ce que le groupe protecteur stable dans les 

conditions biologiques de la fonction thiol des residus 

cysteyle a pour formule : 

5 RCNR'R" 
II 
O 

dans laquelle R , R 1 et R" representent independamment 
les uns des autres un atome d'hydrogene, un radical al- 
coyle de 1 a 4 atomes de carbone, de preference : 
10 CHjCNHR' RCNHCH 3 et R-C-N-CH 3 

O O O R 1 R M 

dans lesquels R et R 1 representent un atome d'hydrogene, 
un radical alcoyle ay ant de 1 a 4 atomes de carbone. 

4. Peptide selon l'une quelconque des revendi- 
15 cations 1 et 3, caracterise en ce que le groupe protec- 
teur de la fonction thiol est constitue par 1'acetamido- 
methyle ou le f ormamidomethyle. 

5. Monopeptides selon l'une quelconque des re- 
vendications 1 a 4, caracterises en ce que leur enchaine- 

20 merit peptidique est contenu dans la sequence peptidique 
suivante : 

Asn-Thr-Phe-Tyr^ys^ys^lu-Leu^ys^ys-A-Pro-Ala-^ys-Ala-Gly-Cys-T 
(N-ter) (C-ter) 
dans laquelle soit A represente Asn et T represente Tyr , 

25 soit A represente Tyr et T represente Asn ; et caracteri- 
ses en ce que les groupes thiols des eventuels residus 
cysteyle presents dans la molecule ont ete proteges par 
des groupements stables dans les conditions biologiques, 
l'un au plus des groupes thiols pouvant etre sous forme 

30 de groupe SH libre ou pouvant etre protege par un groupe 
non stable dans les conditions biologiques. 

6. Monopeptides selon la revendication 5, ca- 
racterises en ce que tous les groupes thiols des eventuels 
residus cysteyle ont ete proteges par des groupements 

35 stables dans les conditions biologiques. 

7. Monopeptides selon la revendication 5 f 
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caracterises en ce que tous les groupes thiols des even- 
tuels residus cysteyle, sauf un, ont ete proteges par 
des groupements stables dans les conditions biologiques. 

8. * Dipeptides selon I'une quelconque des reven- 
5 dications 1 a 4, caracterises en ce qu'ils sont consti- 

tues par deux sequences peptidiques P identiques compor- 
tant chacune au plus 18 acides amines, et au moins 4 aci- 
des amines, contenues dans 1 • enchainement peptidique de 
formule (I) ci-dessus indiquee, les deux sequences pep- 

10 tidiques P etant reliees entre elles par 1 • intermediai- 
re d'une liaison disulfure etablie entre I'atome de sou- 
fre de I'un des residus cysteyle de I'une des deux se- 
quences peptidiques et 1' a tome de soufre de I'un des re- 
sidus cysteyle de 1' autre sequence peptidique, et carac- 

15 terises en ce que les autres groupes thiols -non engages 
dans la liaison disulfure- des eventuels residus cysteyle 
sont proteges par un groupement protecteur stable dans 
les conditions biologiques, 

9. Peptides selon I'une quelconque des revendi- 
20 cations 1 a 8, caracterises en ce qu'ils comprennent I'une 

des sequences suivantes : 
-Asn-Thr-Phe-Tyr- * 
-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys- 
-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys- 
25 -Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys- 

-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu- 
-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu- 

-Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 

-Cys-Cys-G3y-!.,eu-Cys~Cys-^ 
30 10. Monopeptides selon l f une quelconque des re- 

vendications 5 a 7, caracterises en ce qu'ils repondent 

a la formule suivante : 

-Asn-Thr-Phe-Tyr- 

-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys- 
35 -Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys- 

-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys- 
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-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu- 
-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Glu-Leu- 

-Cys-Cys»Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 
-Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala-Cys-Ala-Gly-Cys- 
5 Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Asn-Pro-Ala- 
Cys-Ala-Gly^Cys-Tyr (1) 

-Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Cys-Gly-Leu-Cys-Cys-Tyr-Pro-Ala- 
Cys-Ala-Gly-Cys-Asn (2) 

- Asn-Thr-Phe-Tyr-Cys-Gly-Gly-Gly (3) 

10 11- Conjugues caracterises en ce qu'ils sont 

constitues par un peptide selon 1'une quelconque des re- 
vendications 1 a 10, en association avec une molecule 
porteuse physiologiquement acceptable et non toxique, 
de preference une proteine avantageusement choisie .par- 

15 mi 1 'ovalbumine, la toxine tetanique, le choleragenoide 
et la cytotoxine de Shigella. 

12. Application d'un peptide selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 11, a la fabrication d'an- 
ticorps permettant la mise en evidence des toxine s ST 

20 humaines ou animales, notamment porcines . 

13* Application d'un peptide .selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 11, a la fabrication d'an- 
ticorps permettant la vaccination de I'homme et des ani- 
maux vis-a-vis des enterotoxines ST humaines ou animales 

25 notamment porcines. 
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